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ABSTRACT 
The main objective of the present study is to investigate the cytotoxicity potential and 
anti-cancer mechanism of 7α-hydroxy-β-sitosterol (CT1), a known stigmastane sterol 
extracted from bark of Chisocheton tomentosus (Meliaceae). In vitro exposures of this 
compound was conducted on five cancer cell lines; breast adenocarcinoma cells (MCF-
7), hepatocyte liver carcinoma cell (HepG2), oral squamous carcinoma cell (HSC-4) 
and (HSC-2) and epidermoid cervical carcinoma (Ca Ski) and in comparison with 
normal human mammary epithelia cell line (HMEC). Cell viability was assessed by the 
MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] assay and 
Live/Dead cytotoxic/viability assay. The flow cytometric analysis and DNA 
fragmentation assays were used to determine mode of cell death mediated by CT1. 
Wound healing assay was performed to investigate the potential of migration inhibitory 
effect of CT1. Protein levels were examined by Western blot analysis. The results 
demonstrated that CT1 exposure markedly cytotoxic toward MCF-7, HepG2 and HSC-
4 cells in time- and dose-dependent manner. Conversely CT1 did not significantly 
affect the viability of HSC-2, Ca Ski and HMEC cells within a similar dosage range. In 
vitro scratch assay showed the potential of CT1 to inhibit migration of HSC-4 cells 
without significant effect observed for MCF-7 and HepG2 cells. Flow cytometric 
analysis for annexin V/PI dual staining demonstrated that death was achieved via 
apoptosis followed by secondary necrosis after 24 h post-treatment period at IC50 
concentrations. Apoptotic effects of CT1 were confirmed by DNA fragmentation which 
showed laddering of DNA for three tumor cell lines without forming significant 
laddering in HMEC cells. Cell cycle analysis also demonstrated that CT1 caused an 
accumulation in the G0/G1-phase of cell cycle in MCF-7 cells. Western blotting 
analysis on apoptotic proteins lysed from MCF-7 cells treated with CT1 suggested that 
induction of MCF-7 cell death via apoptosis was modulated through both intrinsic and 
extrinsic pathway. A time-dependent up regulation of Bax/Bcl protein ratio, Fas Ligand 
and procaspase 8 proteins and down regulation of procaspase 9, procaspase 3, 
procaspase 6, Bim and ERK 1/2 proteins were detected in MCF-7 cells confirmed the 
pathway. In conclusion, CT1, a natural compound from the Malaysian plant exhibited 
its potential use as a cancer chemopreventive agent. 
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ABSTRAK 
Tujuan utama kajian terkini ini adalah untuk mengenal-pasti keupayaan sitotoksik dan 
mekanisma anti-kanser oleh 7α-hydroxy-β-sitosterol (CT1), sejenis sterol yang dikenali 
sebagai stigmastane yang diestrak daripada kulit pokok Chisocheton tomentosus yang 
berasal dari keluarga tumbuhan Meliaceae. Sebatian ini didedahkan kepada lima jenis 
sel kanser iaitu sel payudara (MCF-7), sel hati (HepG2), sel mulut (HSC-4 dan HSC-2) 
dan sel servik (Ca Ski) dan juga sel normal dari epithelia (HMEC) secara luar dari 
organisma. Keupayaan sel untuk meneruskan kelangsungan hidup dinilai dengan 
menggunakan eksperimen MTT dan Live/Dead. Analisis aliran sitometer dan 
pemecahan DNA digunakan untuk menentukan jenis kematian sel yang disebabkan 
oleh CT1. Eksperimen pemulihan luka dijalankan untuk menyiasat keupayaan kesan 
perencatan CT1 terhadap activiti pergerakan sel. Aras protein ditentukan dengan kajian 
western blot. Keputusan menunjukan bahawa pendedahan CT1 mengakibatkan kesan 
sitotoksik terhadap sel MCF-7, HepG2 dan HSC-4 dalam keadaan bergantung terhadap 
dos dan tempoh rawatan. Sebaliknya CT1 tidak memberi kesan yang penting terhadap 
kelangsungan hidup sel HSC-2, Ca Ski dan HMEC di dalam julat dos yang sama. 
Eksperimen pemulihan luka memperlihatkan keupayaan CT1 untuk merencatkan 
pergerakan sel HSC-4 tanpa memberi kesan yang secukupnya di dalam sel MCF-7 dan 
HepG2. Analisis aliran sitometer dengan menggunakan gabungan annexin V dan PI 
telah menunjukkan kematian sel disebabkan oleh apoptosis, kemudian diikuti dengan 
nekrosis sekunder setelah 24 jam sel dirawat dengan IC50 masing-masing. Kesan 
apoptotik yang berada dalam CT1 disahkan dengan pemecahan DNA yang mana 
mempamerkan pecahan DNA seperti corak tangga untuk ketiga-tiga sel kanser dan 
tidak bagi sel HMEC. Aliran sitometer juga menunjukan yang CT1 telah 
mengakibatkan pengumpulan sel di fasa G0/G1 di dalam kitaran sel MCF-7. Analisis 
western blot terhadap protein-protein apoptotik yang diperolehi dari sel MCF-7 yang 
telah dirawat dengan CT1 menyokong bahawa rangsangan kematian sel-sel MCF-7 
melalui apoptosis telah dikawal oleh mekanisma laluan dalam dan luar. Peningkatan 
terhadap nisbah protein Bax/Bcl-2, Fas Ligand dan procaspase 8 dan penurunan 
terhadap protein procaspase 9, procaspase 3, procaspase 6, Bim dan ERK1/2 di dalam 
sel MCF-7 secara bergantung terhadap tempoh telah mengesahkan laluan ini. 
Kesimpulannya, kompoun semulajadi CT1, yang diperolehi dari tumbuhan Malaysia 
telah mempamerkan kebolehanya untuk digunakan sebagai agent kimia mencegah 
barah. 
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